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などを用いたフローサイトメトリーを用いた薬剤感受性試験 flow cytometric 
chemosensitivity assay (FCCA)が行われてきた。私たちはミトコンドリアの膜
電位差を検出する.5, 50, 6,60-tetrachloro-1, 10, 3, 30 tetraethyl benzimidazolo 
carbocyanineiodide (JC-1)を用いて FCCA を確立することを目的とした。 
「方法」  
末梢血、骨髄からそれぞれ採取した5X104/cellsの細胞を37℃で
Bortezomib(Bor) , prednisolone (PSL), vincristine(VCR),L-asparaginase (Asp), 
fludarabine(Flu), etoposide (VP16), cytarabine (AraC), topotecan (Topo), と
SN-38の9つの薬剤をそれぞれ添加し、培養した。48時間経過後 
phosphate-buffered saline (PBS)100μlとCD45－ECD 抗体とそれぞれの白血病
表面抗原であるCD3、CD19、CD33-APC抗体をそれぞれ添加した。細胞を4 °C 、
15 分に静置し、洗浄したのち、JC-1（Wako）を0.5μg/mlの濃度に調整し、30 分 
間37 °Cに静置した。その後FACS Caliber flow cytometerを用いて、PBSで洗浄
した細胞を解析した。CD45lowでCD3-,CD19-, or CD33-陽性分画(図 1a)を、同
定し、 白血病細胞の中のintact or damaged 細胞をJC-1 red または JC-1 
greenでそれぞれ標識した。治療後の生存率の割合を、100 × (% JC-1 red 
positive 薬剤添加細胞数 / by % JC-1 red positive in 薬剤無添加細胞数 
untreated control well)で算出した。 
1．細胞株を用いた従来のFCCAとJC-1を用いたFCCAの比較 
当科で樹立した細胞株であるYCUB2、YCUB4 (Goto H. et al. 2009)を用い、
JC-1によるFCCAの結果とannexin V/7AADを用いたFCCAを比較検討した。細胞
はCD45 抗体とCD19抗体でラベルし、PBSで洗浄したのち2.5μlの
annexinV-FITC抗体と、7-AADそれぞれ2.5μlを含む100 μLの annexin V-binding 
buffer で標識した。室温で静置した15分後に、細胞はPBSで洗浄してフローサ

















3．18人のacute lymphoblastic leukemia (ALL)患者においてPSL投与後の
芽球の減少率{number of blasts in peripheral blood (/μL) at Day 1–number of 
blasts in peripheral blood (/μL) at Day 8}と、PSL添加後のJC-1を用いたFCCAの
結果を比較検討した。 






1．9 種類の薬剤添加後の JC-1 による FCCA の結果は、YCUB2 において(r2 = 
0.919, P < 0.001)、YCUB4 において (r2 = 0.843, P < 0.001)いずれも、






細胞生存率は7.5–84.2 % (中央値: 26.5 %)であった。これはJC-1 FCCAを用い
たPSLに対するALL細胞の生存率は臨床的なPSLの芽球の減少率{number of 
blasts in peripheral blood (/μL) at Day 1–number of blasts in peripheral blood 










= 0.028) AML検体の診断時、または再発時のBor添加後の細胞生存率の中央値は 




調べた. Bor添加後の細胞生存率の中央値はPSL-sensitive 群と PSL-resistant群
でそれぞれ6.6 %、 35.7 % (P = 0.005) であった. ALLの検体もまたBorの細胞生
存率とAspの細胞生存率は相関していた(9.7 or 33.7 % in Asp-sensitive or 
Asp-resistant samples; P = 0.06) .AML検体においては、Borと、AMLのkey drug 
であるVP16、AraCに対するJC-1 FCCA を行った。Borに対する細胞生存率の中
央値は20.7 or 100 % であり、 AraC-sensitive群とAraC –resistant群で強い相関
があった(P = 0.0003) . VP16添加後の細胞生存率は VP16-sensitive群34.8%、









ていた。Kaspers et al.はMTTアッセイで計測したALL細胞のin vitroのPSL感受性
はin vivoのPSL反応性と相関していると報告している(Kaspers GJ et al. 1998) 
ALLにおけるPSLの感受性は重要な予後因子の一つであり、PSLの反応性が不良
である患者はより強力な治療をする必要がある群に分類されることが多い。
(Riehm H et al.1987;Reiter A et al.1994) In vitroのPSL抵抗性は長期的な臨床の
転帰が有意に悪いことを示唆すると報告されてきた(Kaspers GJ.et al.1998). こ
のJC-1によるFCCAはPSLの反応性を示唆するために有用であり、ALL治療にお
ける早期のリスク分類にも有用な可能性がある。 






てBorの効果が低いことを示している。また、私たちの結果は成人(Reiter A et 
al.1994)と小児(Adams J et al. 1998)の白血病においての従来の報告と同様、Bor
の単剤使用は臨床的には限定されていることを裏付ける結果となった。 
治療の失敗は白血病細胞の薬剤耐性によってのみおこるものではない。それ
ぞれの患者における他の薬物動態学(Panetta JC et al.2002)や、薬理学(Kager L 







Bosanquet AG (1991) Correlations between therapeutic response of leukaemias 
and in vitro drug-sensitivity assay. Lancet 337:711–714 
 
Galderisi F, Stork L, Li J, Mori M, Mongoue-Tchokote S, Huang J (2009) Flow 
cytometric chemosensitivity assay as a predictivetool of early clinical response 
in acute lymphoblastic leukemia.Pediatr Blood Cancer 53:543–550 
 
Gaynon PS, Angiolillo AL, Carroll WL, Nachman JB, Trigg ME,Sather HN, 
Hunger SP, Devidas M (2010) Long-term results of the children’s cancer group 
studies for childhood acute lymphoblastic leukemia 1983–2002: a Children’s 
Oncology Group Report. Leukemia 24:285–2978. 
 
Goto H, Naruto T, Tanoshima R, Kato H, Yokosuka T et al (2009) 
Chemo-sensitivity in a panel of B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia 
cell lines, YCUB series, derived from children. Leuk Res 33:1386–1391 
 
Hongo T, Yajima S, Sakurai M, Horikoshi Y, Hanada R (1997) In vitro drug 
sensitivity testing can predict induction failure and early relapse of childhood 
acute lymphoblastic leukemia. Blood 89:2959–2965 
 
Kaspers GJ, Veerman AJ, Pieters R, Van Zantwijk CH, Smets LA, Van Wering 
ER, Der Does-Van Van, Den Berg A (1997) In vitro cellular drug resistance and 
prognosis in newly diagnosed childhood acute lymphoblastic leukemia. Blood 
90:2723–2729 
 
Legrand O, Perrot JY, Simonin G, Baudard M, Marie JP et al (2001) JC-1: a very 
sensitive fluorescent probe to test Pgp activity in adult acute myeloid leukemia. 
Blood 97:502–508 
 
Manabe A, Ohara A, Hasegawa D et al (2008) Significance of the complete 
clearance of peripheral blasts after 7 days of prednisolone treatment in children 
with acute lymphoblastic leukemia: the Tokyo Children’s Cancer Study Group 
Study L99-15. Haematologica 93:1155–1160 
 
Moricke A, Zimmermann M, Reiter A et al (2010) Long-term results of five 
consecutive trials in childhood acute lymphoblastic leukemia performed by the 
ALL-BFM study group from 1981 to 2000. Leukemia 24:265–284  
 
Okada S, Hongo T, Yamada S et al (2003) In vitro efficacy of l-asparaginase in 
childhood acute myeloid leukaemia. Br J Haematol 123:802–809 
 
Pieters R, Klumper E, Kaspers GJ, Veerman AJ (1997) Everything you always 
wanted to know about cellular drug resistance in childhood acute lymphoblastic 
leukemia. Crit Rev Onco lHematol 25:11–26 
 
Pui CH, Robison LL, Look AT (2008) Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet 
371:1030–1043 
Salzer WL, Devidas M, Carroll WL, Winick N, Pullen J, Hunger SP, Camitta BA 
(2010) Long-term results of the pediatric oncology group studies for childhood 
acute lymphoblastic leukemia 
1984–2001: a report from the children’s oncology group. Leukemia 24:355–370 
 
Savasan S, Buck S, Ozdemir O, Hamre M, Asselin B, Pullen J, Ravindranath Y 
et al (2005) Evaluation of cytotoxicity by flow cytometric drug sensitivity assay 
in childhood T-cell acute lymphoblastic leukemia. Leuk Lymphoma 
46:833–84018.  
 Tsuchida M, Ohara A, Manabe A et al (2010) Long-term results of Tokyo 
Children’s Cancer Study Group trials for childhood acute lymphoblastic 
leukemia, 1984–1999. Leukemia 24:383–396 
 
Zhong Y, Bakke AC, Fan G et al (2007) Drug resistance in B-cell chronic 
lymphocytic leukemia: predictable by in vitro evaluation with a multiparameter 
flow cytometric cytotoxicity assay. Cytometry B Clin Cytom 72:189–195 
 
Zwaan CM, Kaspers GJ, Pieters R et al (2002) Cellular drug resistance in 
childhood acute myeloid leukemia is related to chromosomal abnormalities. 




Flow cytometric chemosensitivity assay using JC‑1, a sensor 
of mitochondrial transmembrane potential, in acute leukemia 
Yokosuka T, Goto H, Fujii H, Naruto T, Takeuchi M, Tanoshima R, Kato H, 
Yanagimachi M, Kajiwara R, Yokota S. 
Cancer Chemother Pharmacol. 2013 Oct 13. [Epub ahead of print] 
副論文 なし 
参考論文 
1．ＪＥＢ療法を施行した卵巣悪性胚細胞腫瘍 4 例 小児がん学会誌 第 47 巻
1 号：111-115，2010 
2．Goto H, Naruto T, Tanoshima R, Kato H, Yokosuka T et al (2009) 
Chemo-sensitivity in a panel of B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia 
cell lines, YCUB series, derived from children. Leuk Res 33:1386–1391 
3．Influence of pre-hydration and pharmacogenetics on plasma methotrexate 
concentration and renal dysfunction following high-dose methotrexate therapy. 
Yanagimachi M,  Goto H, Kaneko T, Naruto T, Sasaki K, Takeuchi M, 
Tanoshima R, Kato H, Yokosuka T, Kajiwara R, Fujii H, Tanaka F, Goto S, 
Takahashi H, Mori M, Kai S, Yokota S. 
Int J Hematol. 2013 Dec;98(6):702-7. Epub 2013 Nov 16. 
4．Mandibular Ewing sarcoma with chromosomal translocation 
t(21;22)(q22;q12). 
Shibasaki M, Iwai T, Maegawa J, Inayama Y, Yokosuka T, Yokota S, Ohta S, 
Matsui Y, Mitsudo K, Tohnai I. 
J Craniofac Surg. 2013 Jul;24(4):1469-72.  
5．Kaposiform Hemangioendothelioma Infiltrates the Gut Wall: A Rare Case 
Report. 
Kajiwara R, Yokosuka T, Sasaki K, Takeuchi M, Kikuchi M, Kato H, Yokota S. 
J Pediatr Hematol Oncol. 2013 Feb 5. [Epub ahead of print]  
6．Neonatal herpes simplex type II virus infection complicated with meningitis 
and virus-associated hemophagocytic syndrome.  
Arai C, Nozawa T, Hara T, Kikuchi M, Momomura M, Kizawa T, Tanoshima R, 
Kita M, Yokosuka T, Miyamae T, Iwasaki S, Imagawa T, Yokota S. 
Nihon Rinsho Meneki Gakkai Kaishi. 2012;35(1):87-91.  
7. Methylated chrysin reduced cell proliferation, but antagonized cytotoxicity of 
other anticancer drugs in acute lymphoblastic leukemia. 
Goto H, Yanagimachi M, Goto S, Takeuchi M, Kato H, Yokosuka T, Kajiwara R, 
Yokota S. Anticancer Drugs. 2012 Apr;23(4):417-25.  
8. Fulminant Epstein-Barr virus-driven CD8 positive T-cell lymphoproliferative 
disorder with chromosomal abnormality. 
Tanoshima R, Goto H, Kato H, Yokosuka T, Kajiwara R, Yokota S. 
Pediatr Blood Cancer. 2011 Jul 15;57(1):182. Epub 2011 Mar 28.  
9.Myeloperoxidase-positive acute leukemia with precursor B cell 
immunophenotype. 
Kajiwara R, Goto H, Tanoshima R, Kato H, Yokosuka T, Yokota S. 
Leuk Lymphoma. 2011 Mar;52(3):525-7. Epub 2010 Dec 10.  
10.Influence of CYP3A5 and ABCB1 gene polymorphisms on calcineurin 
inhibitor-related neurotoxicity after hematopoietic stem cell transplantation. 
Yanagimachi M, Naruto T, Tanoshima R, Kato H, Yokosuka T, Kajiwara R, Fujii 
H, Tanaka F, Goto H, Yagihashi T, Kosaki K, Yokota S. 
Clin Transplant. 2010 Nov-Dec;24(6):855-61.  
11.Suppressed neutrophil function in children with acute lymphoblastic 
leukemia. 
Tanaka F, Goto H, Yokosuka T, Yanagimachi M, Kajiwara R, Naruto T, 
Nishimaki S, Yokota S. 
Int J Hematol. 2009 Oct;90(3):311-7. Epub 2009 Sep 2. 
12.Chemo-sensitivity in a panel of B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia 
cell lines, YCUB series, derived from children. 
Goto H, Naruto T, Tanoshima R, Kato H, Yokosuka T, Yanagimachi M, Fujii H, 
Yokota S, Komine H. 
Leuk Res. 2009 Oct;33(10):1386-91..2008.12.003. Epub 2009 Jan 20. 
13. Cutaneous non-tuberculous mycobacterial infection following cord blood 
stem cell transplantation. 
Yanagimachi M, Goto H, Yokosuka T, Kajiwara R, Fujii H, Kuroki F, Ito S, Yokota 
S, Taniguchi A, Shigehira Y, Ikezawa Z, Inayama Y. 
Rinsho Ketsueki. 2008 Feb;49(2):99-103.  
14.Hepatic veno-occlusive disease followed by esophageal varix rupture after 
hematopoietic stem cell transplantation in a 4-year-old boy with stage 4 
neuroblastoma. 
Kajiwara R, Goto H, Yokosuka T, Yanagimachi M, Kuroki F, Yokota S. 
J Pediatr Hematol Oncol. 2008 Jan;30(1):63-5.  
15. Reactivation of familial hemophagocytic lymphohistiocytosis after 
non-myeloablative cord blood stem cell transplantation resulted in the early graft 
failure. 
Yanagimachi M, Goto H, Yokosuka T, Kajiwara R, Kuroki F, Ito S, Yokota S. 
Rinsho Ketsueki. 2007 Jun;48(6):495-500.  
16.Acute appendicitis during bone marrow suppression following chemotherapy 
for acute leukemia; report of three cases. 
Kajiwara R, Goto H, Yokosuka T, Yanagimachi M, Kuroki F, Fujii H, Takahashi H, 
Yokota S. 
Rinsho Ketsueki. 2007 Mar;48(3):223-8.  
付録 なし 
 
